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OZET

FARKLI SAKIZ AGACI (Pistacia lentiscus L.) GENOTIPLERINE AiT SURGUN UCU
EKSPLANTLARINDA iN VITRO KULTURLERIN BASLATILMASI VE
MiKROCOGALTIM OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

Kiic M. U. Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarimsal

Biyoteknoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Amac¢: Bu calisma, olgun sakiz agaglarinin (Pistacia lentiscus L.) in vitro klonal
mikrocogaltimini gergeklestirmek amaciyla yapilmistir. Ayrica kiiltiir ortamlarinda meydana

gelen kararma problemleri, farkli 6rnek alim donemleri ve genotiplerin basarisi arastirilmistir.

Materyal ve Yontem: Calismada baslangi¢c bitki materyali olarak 4 farkli genotipe ait
yaklasik 20-25 cm’lik 1-2 yillik odun ¢elikleri kullanilmistir. Ornekler; Kasim, Aralik ve
Ocak aylarinda alinmistir. Celiklerin saf suda zorlanmasiyla elde edilen siirgiin uglari, doku

kiiltiirtinde eksplant olarak kullanilmustir.

Bulgular: Tiim genotiplerin ortalamasi alindiginda, ¢elik basina diisen ortalama siirgiin degeri
6,57 ile Ocak ayimnda en yiiksek seviyede bulunmustur. Eksplantlarin dip kisimlarini kaplayan
parafin uygulamasinin, kararmayi belirgin sekilde azalttigi hatta neredeyse tamamen
engelledigi gozlemlenmistir. Ocak doneminin ikinci asamasinda 1 mg/l BAP (6-
benzilaminopiirin) ve 0,5 mg/l GAs (giberellik asit) icerikli MS besi ortamlarinda
eksplantlarin %51,33’1 adventif tomurcuk olusturmustur. Yabani genotipe ait eksplantlar, 2
mg/l IBA (indol-3 biitirik asit) igerikli MS besi ortaminda %61,54 oraninda koklenme

gostermistir.

Sonu¢: Yabani genotipte saglanan koklenme basarisi, kiiltiir klonlarina ait siirgiin uglarinin,
akraba tiirler yerine koklendirilmis yabani genotip eksplantlari iizerine mikroasilanmasinin
miimkiin oldugunu gostermektedir. Gelistirildigi taktirde bu yontem, sakiz agaglarin ticari

mikrogogaltimi i¢in en makul metod olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Anahtar kelimeler: Sakiz, Pistacia, Celik, Mikrocogaltim, Kararma
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ABSTRACT

ESTABLISHMENT OF IN VITRO CULTURES AND INVESTIGATION OF
MICROPROPAGATION POSSIBILITIES IN SHOOT TIP EXPLANTS OF
DIFFERENT MASTIC TREE (Pistacia lentiscus L.) GENOTYPES

Kili¢ M. U. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and Applied
Sciences, Agricultural Biotechnology Program, Master Thesis, Aydin, 2019.

Objective: The aim of this study was to perform in vitro clonal micropropagation of mature
mastic trees (Pistacia lentiscus L.). In addition, browning problems in culture media, different

sampling periods and success of genotypes were investigated.

Material and Methods: In the study, 1-2-year-old wood cuttings which are approximately
20-25 cm belonging to 4 different genotypes were used as the starting plant material. Samples
were taken in November, December and January. The shoot tips obtained by forcing the

hardwood cuttings in distilled water were used as explants in tissue culture.

Results: When all genotypes are averaged, the average shoot value per cutting was found at
the highest level in January with 6.57. The application of paraffin, which covers the basal
parts of the explants, significantly reduced or even completely prevented browning. In the
second stage of the January period, 51.33% of the explants formed adventitious buds in MS
media containing 1 mg/l BAP (6-benzylaminopurine) and 0,5 mg/l GAs (giberellic acid).
Explants of wild genotype showed 61.54% rooting in MS medium containing 2 mg/l IBA
(indole-3-butyric acid).

Conclusion: The rooting success achieved in the wild genotype indicates that it is possible to
micrograft shoot tips of culture clones onto rooted wild genotype explants rather than related
species. If it was further developed, this method would stand out as the most reasonable

method for commercial micropropagation of mastic trees.

Keywords: Mastic, Pistacia, Cutting, Micropropagation, Browning
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1. GIRIS

Bilimsel adiyla Pistacia lentiscus L. (sakiz agac1), Anacardiaceae familyasinin Pistacia
cinsine mensuptur. Pistacia cinsinin diger iiyeleri P. atlantica Desf. (atlantik sakizi), P.
terebinthus L. (menengig), P. vera L. (antep fistig1), P. khinjuk Stocks (buttum) gibi tiirlerle
akraba olup her dem yesil olmasi ve Lentiscella seksiyonunda yer almasiyla onlardan ayrilir.
Onceleri P. lentiscus, Lentiscus adiyla farkli bir cins olarak diisiiniilmiis ancak Carl Linnaeus
tarafindan Pistacia cinsi dahilinde degerlendirilmistir (Zohary, 1952). Degerli reginesi igin
kiiltiire alinan, ekonomik yetistiriciligin yapildig1 sakiz agaclar1 (Pistacia lentiscus L. var.
chia Duham.), literatiire Pistacia lentiscus’un bir varyetesi olarak gecse de bazi botanik¢i ve
dendrologlar tarafindan bir kiiltivar (kiiltiir varyete) oldugu yoniinde goriis bildirilmistir
(Browicz, 1987). Sakiz agaglari, Dogu Akdeniz’den Kanarya Adalari’na kadar tim Akdeniz
kiyillarinda yayilis gostermektedir (Al-Saghir ve Porter, 2012). Kurakliga ve tuzluluga
dayanikli yapisiyla maki vejetasyonunun onemli bir iiyesi konumundadir (Boztok, 2007) ve
tipik bir kiy1 Akdeniz iklimi bitkisidir. Sakiz agaclarinin hem yabani bireyleri hem de chia
varyetesi ¢alilagsma egilimindedir. Chia varyetesinin ayirt edici en Onemli ozelligi;
yaprakeiklarindan alinabilen keskin eterik yag kokusudur. Yabaniler ve chia varyetesi
arasinda recine verimi ile tad ve aroma bakimindan da ciddi farkliliklar goriiliir. Chia

varyetesinin tilkemize Sakiz Adasi’ndan getirildigi tahmin edilmektedir (Baytop, 1968).

Sakiz agaclarinda yapraklar, genellikle 2-4 adet ¢ift yaprakg¢iktan olusur ve terminal
yaprakcik tasimaz yani paripinnat yapidadir. Sakiz agaglari, yaprakeik sekilleri agisindan
genis bir varyasyon gostermekle birlikte yaprakcik sekilleri {izerinden yabani bireyler ile
verimli genotipleri veya chia varyetesini birbirinden ayirmak miimkiin degildir. P.
lentiscus’un, incelenen yabani ve kiiltiire alinmis genotipleri dikkate alindiginda, yiiksek
diizeylerde tiir i¢i varyasyonlara sahip oldugu ortaya cikmistir. Ege Bolgesi’nde yayilis
gosteren genotiplerde morfolojik ve molekiiler diizeyde tespit edilen yiiksek polimorfizm, bu
bolgenin P. lentiscus i¢in 6nemli gen merkezlerinden biri oldugunu gostermistir (Turhan
Serttas ve Ozcan, 2018). Sakiz agacinin kiiltiirii yapilan 10°dan fazla klonu vardir. Ulkemizde
yayginlasan klon; ucundan hafif girintili, ters yumurtamsi (obovat) sekli ve genis, iri
yaprakciklariyla ayirt edilmekte ve Sakiz Adasi’nda ‘Maroulitis’ olarak anilan klon ile

benzesmektedir. Sakiz agaglar dioik (iki evcikli) yapidadir ve tam ¢igeklenme mart sonu ila



nisan basi arasinda gergeklesir. Eriksi (drupa) yapidaki meyveleri, aralik-ocak aylarinda

olgunlasmaktadir. Tiiriin kromozom sayis1 2n=24 diir (Zohary, 1952).

Sakiz agaci yetistiriciligi, birtakim edafik faktorler, bitkinin sahip oldugu botanik
ozellikler ve damla sakizinin iktisat tarihine konu olus bi¢imiyle etnobotanik agidan 6zgiin bir
yere sahiptir. Cesme ve muhtelif yerlerde yapilan az miktardaki iiretim haricinde damla sakizi
iiretimi yalmzca Sakiz Adas1 Damla Sakizi Ureticileri Birligi biinyesinde yapilmaktadir. Bu
yetistiricilik disiplini 2014 yilinda UNESCO (Birlesmis Milletler Egitim, Bilim ve Kiiltiir
Orgiitii) tarafindan Insanligin Somut Olmayan Kiiltiirel Miras1 Temsili Listesi'ne dahil
edilmistir. Sakiz agac1 yetistiriciligi; tarima dayali sanayi tezi, kiigiik aile isletmeciligi modeli,
organik tarim sistemi ve agroturizm ile dogal bir uyum igerisindedir (Kilig, 2019). Sakiz agaci
yetistiriciligi, temel olarak Haziran ayinda agag altlarinin (ta¢ izdiisiimii alan1) temizlenmesi,
re¢ine damlalarinin diisecegi ve hizli kurumasina yardimci olacak temiz bir zemin yaratmak
amaciyla agag altlarinin kireg tasi tozu (kalsiyum karbonat icerikli) ile kaplanmasi, temmuz-
eylil aras1 donemde govde ve kalin dallarda yara yerlerinin agilmasi ve hasat seklinde
Ozetlenebilir. Recine, primer floem tabakasinda bulunan recine kanallarini ¢evreleyen bir dizi
salg1 hiicresince iiretilir (Isfendiyaroglu, 1999) ve dogal agikliklardan, yara yerlerinden

serbest birakilir (Resim 1.1).

N
X L) ) <1y

Resim 1.1. Sakiz aglﬁda gbvde ve dogal aglkhkld an salinan reginenin goriiniimii.
1. Fotograf, calismada kullanilan 1 numarali genotipe aittir.



Sakiz agacinin ekolojik istekleri incelendiginde yetistiriciligi kisitlayan en 6nemli
faktoriin don olay1r oldugu goriiliir. Riizgar, re¢inenin kurumasini hizlandirdigindan dolay1
fonksiyonel ve istenen bir durumdur. Sakiz Adasi’nin giineyindeki topraklarin %20 ila 50
arasinda kireg icerdigi bilinmektedir (Pericos, 1993). Olgun agaclarin bakimi genellikle susuz

yapilmaktadir.

Sakiz agaci plantasyonlar1 sik dikim meyve bahgesi goriinlimiindedir (Kilig, 2019).
Dikimler genellikle 5x2, 5x2,5 m gibi mesafelerle uygulanir (Kilig ve Uysal, 2019) ve
yalnizca erkek bireyler kullanilir. Agaclar, yapilan budamalar sonucu genellikle semsiye
formu veya yuvarlak form alir. Calilasmaya engel olmak i¢in budamalarin her sezon diizenli
olarak yapilmasi1 gerekir. Agaclar tam eriskinlige 50-60 yilda ulasirlar ve dogal kosullar
altinda yavas biiyiirler (Pericos, 1993). Sakiz agac1 yetistiriciliginde genclik kisirlig1 gibi bir
durum s6z konusu degildir fakat yatirim yapilabilirligi olumsuz etkileyen hususlardan biri,
hasada dikimden 6-7 sene sonra az miktarlar ile baglanmasidir. Verim, gévde ve kalin dallarin
ylizey alaniyla dogru orantilidir. Olgun bir sakiz agacindan ortalama 200-300 gram damla
sakizi elde edilmektedir (Kilig ve Uysal, 2019).

Gida sanayisinde, birlikte kullanildig: iiriine yiliksek bir katma deger kazandiran damla
sakiz1 ¢ok yiiksek fiyatlardan alict bulmaktadir. Uriiniin yurtigi piyasadaki giincel (2021)
perakende satis fiyat1 kilogram basina 3.400 liray1 asarken sakiz yagmin litresi ise 4.000 €
(avro) dolaylarindadir.

Sakiz Adast Damla Sakizi Ureticileri Birligi’nin yayimladigi rapora gére damla
sakizinin kimyasal bilesimi; sakiz ugucu yagi (%1-3), dogal polimer (poly-S-myrcene, %25-
30), triterpenik asitler (%40-55) ve diger bilesikler (%20-25) seklindedir (CMGA, 2005).
Sakiz ugucu yag lizerine yapilan ¢ok sayida ¢aligsma incelendiginde, en 6nemli bilesenlerin a-
pinene, p-myrcen, limonen, germacren-D, terpinen-4-ol, p-caryophyllene oldugu
goriilmektedir (Boelens ve Jimenez, 1991; Magiatis vd., 1999; Fernandez vd., 2000; Castola
vd., 2000; Zrira vd., 2003; Kivgak vd., 2004; Koutsoudaki vd., 2005; Ben Douissa vd., 2005;
Amhamdi vd., 2009; Akdemir, 2013; Miyamoto vd., 2014; Abdelkader vd., 2016; Kegeci,
2019).

Tibbi aromatik bitki olarak smiflandirilmaya miisait olan sakiz agac¢larinin reginesi
(damla sakizi), Avrupa Tip Ajansi Bitkisel Tibbi Uriinler Komitesi tarafindan geleneksel
bitkisel tibbi iirlin kategorisinde degerlendirilmektedir. Cok ¢esitli tibbi arastirmalara konu

olan ve potansiyel tedavi edici 6zellikleri halen arastirilmakta olan damla sakizi, ilaglarda ve
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besin takviyelerinde hammadde olarak degerlendirilmektedir. Damla sakizi ve ugucu yaginin
antiiilser, anti-Helicobacter pylori, antimikrobiyal, antifungal, antioksidant, hipolipidemik,
antienflamatuar, antikanser, antilosemik, antiseptik etkilerinin yani sira Crohn hastalig1 ve
sindirim problemlerini tedavi edici 6zellikleri oldugu aktarilmaktadir (Paraschos vd., 2012;
Dimas vd., 2012).

Damla sakizi ayrica parfiimeri ve kozmetik alaninda sabun, sampuan ve ¢esitli cilt
bakim tiriinlerinde; tablolarda, miizik aletlerinde, dosemelerde ve hatta havacilik endiistrisinde
kullanilan cilalarin yapiminda kullanilmaktadir. Sakiz agaglari, peyzaj alaninda dig mekan siis

bitkisi ve bonsai olarak da kullanim alan1 bulmustur.

Uretimi giiniimiize kadar Sakiz Adasr’nin tekelinde kalan bu iiriin, Orman Genel
Miidirliigii onciiliigiinde iilkemize kazandirilmaya calisilmaktadir. Bu konuda atilan en
onemli adim, 2014-2019 yillar1 arasinda hayata gecirilen Sakiz Eylem Plan1 olmustur ve
Orman Genel Midirliigii'nin 2019 Faaliyet Raporu’na gore (Subat 2020 tarihli) plan
gergevesinde 115 hektar sakiz plantasyonu tesis edilmistir (OGM, 2020). Ayrica Mart 2020
tarihli ve 7310 sayili Ozel Agaclandirma Tamimi kapsaminda sakiz agacina tanman
ayricaliklarla (deniz kiy1 kenar ¢izgisinden itibaren kara yoniinde yatay olarak 2000 metrelik
mesafe sinirlamasindan muaf tutulmasi) 6zel tesebbiis igin yatirim yapilabilir bir segenek
olusturulmustur. Fakat fidan arzinin diisiik olmas1 ve fidan fiyatlarindaki yiikseklik, halen
olas1 yatirimlar dniindeki en biiyiik engel olarak goziikmektedir. Dolayisiyla homojen nitelikte
ve ekonomik sekilde bahge tesis etmek icin yeterli sayida, klon ozelliklerini tasiyan fidan

ithtiyacinin karsilanmasi sakiz agaci yetistiriciligi agisindan birinci 6ncelik konumundadir.

Sakiz agaglarinda kullanilan geleneksel ¢cogaltim metodu, adi odun ¢eliklerinin kis veya
erken ilkbahar doneminde dogrudan bahge tesis edilecek araziye dikimi seklindedir. Bunun
disinda adi daldirma, havai daldirma ve yar1 odun celikleriyle cogaltma yontemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden havai daldirma, sakiz agaglarinin ¢ogaltiminda ge¢cmisten
bugiine dek en etkin yontem olmustur ve Cesme, Urla bolgesindeki yerel fidan ireticileri
tarafindan hala tercih edilmektedir. Fakat geleneksel ¢cogaltim metotlarinda karsilasilan; yil
icerisinde dar bir periyotta uygulama imkani, diisilk koklenme veya tutma (astyla ¢ogaltim
icin) oranlari, anag¢ bitkilerin ¢evre sartlarindan etkilenmesi ve iiretimi kisitlamasi, bu
faaliyetlerinin hizli ve standart yapilamayis1 ve genetik muhafaza caligsmalarinin gerekliligi

doku kiiltiirii uygulamalarini, in vitro kosullarda mikrogogaltimi giindeme getirmistir.



Bu calismada, tiim asamalar ile sakiz agaclarimin mikrogogaltimini gergeklestirmek
hedeflenmistir. Bu hedef kendi i¢inde sakiz agaci eksplantlarinda goriilen kararmanin (fenolik
oksidasyon) asilmasi, siirgiin gelisimi, koklenme ve dis ortama adaptasyon asamalarini
kapsamistir. Sakiz agaci lizerinde ge¢miste yapilan doku kiiltiirii ¢alismalar1 ve bu ¢alisma
oncesi yapilan On deneyler dikkate alindiginda, in vitro Kkiiltiirlerin saglikli sekilde
baslatilmas1 ve sonraki asamalara taginmasi amaciyla eksplant iizerinde ve ortamda meydana
gelen kararmalarin asilmasi veya azaltilmasi zarureti ortaya ¢ikmaktadir. Deneylerde, genotip
ve donem faktoriiniin kararma problemine nasil ve ne derece etki ettigine yonelik bulgularin
elde edilmesiyle konuya dair 6nemli ¢ikarimlar yapilabilecegi diistiniilmiistiir. Ayrica kararma
problemlerine karsi etkinligi kanitlanmis ve daha Once sakiz agaci eksplantlarinda
denenmemis yoOntemlerin uygulanmasiyla problemin agilmast amaclanmigtir. Boylelikle
gelecekteki deneylerin daha efektif bir bicimde kurulabilmesine yardimci olacak bulgulara
ulagilmasi ve belki de sakiz agaglarimin mikrogogaltiminda uygulanacak tam bir protokole

katki sunmak hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Sakiz agacini konu alan ¢esitli doku kiiltlirii ¢alismalar1 mevcuttur ve tiirin in Vvitro
ortamlarda c¢ogaltimi 2004’den beri calisilmaktadir. Bu calismalarda genellikle aroma
kalitesinin iyi ve recine veriminin yiliksek oldugu bilinen olgun disi sakiz agaclarindan
toplanmig tohumlar ile ¢esitli siirglin eksplantlar1 (odunlagmis siirgiin nod eksplantlari ile
internodyumlar, direkt dogal ortamda gelismis bitkilerden alinan odunlasmuis siirgiin uglari,
odun c¢eliklerinin siirdiiriilmesiyle elde edilen ve bunlarin rejenerantlar1 olan siirgiin uglari,
tohumlarin in vitro ortamda ¢imlendirilmesinin ardindan elde edilen juvenil siirgiin uglari)
birlikte kullanilmistir. Yalniz tohum veya yalniz vejetatif kisimlarin kullanildigi ¢aligmalar da

mevcuttur.

Sakiz agacinin, in vitro kiiltiir ortamlarinda gosterdigi uyumsuzluk ve direncin temel
sebebinin eksplantlardan salgilanan fenolik bilesikler ve kararma mekanizmasi oldugu
sOylenebilir. Bu mekanizma su {i¢ olgu lizerinden agiklanmaktadir: fenolik maddelerin
birikimi, oksidatif enzimlerin aktivitesi ve oksidatif stres. Kararmay tetikleyen esas etmenin
eksplantlar iizerinde bistiirilerle yapilan kesi islemleri (insizyon) oldugu anlasilmaktadir.
Kesilmis olan eksplant yiizeylerinden fenolik bilesiklerin salinimi ve oksidasyonu yaraya bir
tepki olarak ortaya cikmaktadir. Fenollerin oksidasyonu, eksplantlar iizerinde yapilan
yaralamalar sonucu hiicrelerin vakuollerinde ve diger kisimlarinda saklanan fenollerin hava
ile temas1 veya enzimlerle etkilesimi seklinde gerceklesmektedir (Ozyigit vd., 2007). Fenolik
oksidasyonun gerceklesmesi igin polifenol oksidaz (PPO) enzimi, fenolik substratlar ve enzim
aktivatorii olarak da oksijen ve bakir gerekmektedir (Pekyardimci, 1992). Bitki biliylime ve
gelisme siirecinin kararmalardan 6tiirli fizyolojik, biyokimyasal ve hatta molekiiler, hiicresel

anlamda etkilenmesi s6z konusudur (Chen vd., 2012).

Sterilizasyon i¢in 30 saniye %70’lik etil alkol ve 20 dakika sodyum hipoklorit (NaOCI,
%1,2 aktif klor igerikli) kullanilan Fascella vd. (2004)’nin yaptig1 c¢alismada eksplant
diplerinde kararma tespit edilirken, WPM (Woody Plant Medium) besi ortaminda
kararmalarin azaldig1 fakat siirgiin profilerasyonunun MS (Murashige & Skoog) besi

ortaminda daha basarili oldugu rapor edilmistir.

Siirgiin uglarinin kullanildig1 Taskin ve Inal (2005)’ 1 yaptig1 ¢alismada, 3-4 yasindaki

geng bitki eksplantlarinda en yiiksek siirgiin uzunlugu ile canlilik oranina 2 mg/l BAP (6-



benzilaminopiirin) igeren Gamborg BS5 besi ortaminda erisilmis ve hi¢ kararma goériilmemistir
ancak bu eksplantlar alt kiiltiire alindiginda canliliklarini yitirmiglerdir. Daha yash bitki
eksplantlarinda ise neredeyse %100 oraninda eksplant ve ortam kararmasi goriilmiigtiir. Aktif
karbon (1 g/l) ilave edilen DKW (Driver & Kuniyuki Walnut) besi ortaminda yakalanan %50
canlilik oran1 ve siirgiin olusumu harig, fenolik bilesiklerin etkisini engellemek i¢in ortamlara
ilave edilen veya eksplantlara uygulanan giimiis nitrat (AgNOs, 15 pM), L-sistein (50, 100
uM) gibi maddeler beklenen etkiyi gostermemistir.

Mascarello vd. (2007)’nin yaptiklar ¢aligmada eksplantlardaki kararmay1 dnlemek igin
ortama ilave ettikleri antioksidan maddelere (askorbik asit, 100 g/l ve sitrik asit, 10 g/l)
ragmen bazal kisimlarda kararma meydana gelirken, WPM ortaminda MS ortamindan daha
yiiksek canlilik oranina erisilmistir. Geng, yabani bireylerden alinan internodal eksplantlarin
0,5 mg/l NAA (naftalen asetik asit) iceren ortamda koklendirildigini bildiren c¢alisma, olgun
sakiz agaglarinin in vitro ortamda koklendirilmesine dair tek kayittir. Koklenme ytizdesine ait
kantitatif bulgularin ve gorsellerin paylasilmadig1 calismada dis ortama adapte edilen bitki

sayisinin ¢ok az oldugu rapor edilmistir.

Senyay (2008), yapmis oldugu ¢alismada 1 g/ askorbik asit ilave edilen distile 1lik suda
1 saat beklettigi siirglin nod eksplantlar1 {izerinde ti¢ farkli sterilizasyon uygulamasi arasindan
24 saat boyunca 1 g/l fungusit (%50 Captan WP), 3 dk %70’lik etil alkol, 2 damla Tween-20,
10 dk %0,75°1ik sodyum hipoklorit (NaOCI) kompozisyonu ile goreceli diisiik kararma orani
(9%26,3) ve kontaminasyon oranlarina (%28,7) ulagsmstir. Eksplant kararmasi tizerine kurulan
bir baska deneyde en basarili sonug¢ %1,5 siirgiin olusumu oraniyla 3 mg/l BAP ve 0,1 g/l
askorbik asit iceren WPM besi ortamindan %33,3 ile elde edilmis fakat eksplantlar alt
kiiltiirlerde canliliklarini yitirmisglerdir. Tohumlarin in vitro ortamda ¢imlendirilmesiyle elde
edilen juvenil bitkiciklerde ise 0,5 mg/l BAP iceren MS ortamlarinda en iyi siirgiin ve nod
gelisimi, 0,1 mg/l GAs (giberellik asit) iceren MS besi ortamlarinda boy uzamasi, 1 mg/l IBA

(indol-3-biitirik asit) iceren MS besin ortaminda da %53,3 oraninda kdklenme bildirilmistir.

Yine tohumlarin ve juvenil bitki dokularmin kullanildigt Kog¢ (2011)’un yaptigi
calismadan elde edilen sonuglara gore 1 mg/l BAP ve 30 g/l sukroz iceren MS besi ortaminda
en yiiksek proliferasyon (%71,4) ve ecksplant basina en fazla govde (1,87), nodal
tomurcuklarin rejenerasyonu ile elde edilmistir. En basarili koklenme sonucu, %65 ile
eksplantlarin 1 hafta silireyle 2 mg/l IBA igeren MS besi ortaminda bekletilip bitki biiyiime

diizenleyicisi igermeyen MS ortamina aktarilmasiyla elde edilmistir.



Bahar mevsiminde aga¢ tizerinden alinan heniiz odunlasmamis silirgiin  nod
eksplantlarimin  kullanildigi bir ¢alismada siirgiin olusumlar1 gézlemlense de kararmalar

engellenememis ve alt kiiltiirlerde canlilik yitirilmistir (Yalgin, 2011).

Dort farkli genotip tizerinde yapilan bir deneyde, farkli besi ortamlarin eksplantlar
tizerinde farkli morfolojik etkilerde (yapraklarda kizillasma vb.) bulundugu ve bazi
genotiplerin bitki biliylime diizenleyicileri icermeyen ortamlarda dahi koklenme gosterdigi
gozlemlenmistir. Fakat bu tohum kokenli juvenil bitkiciklerde alt kiiltiirlemeyle birlikte artis
gosteren bir somaklonal varyasyon tespit edilmistir. Kiling (2013), ana bitki ile rejenerantlari
arasinda IRAP (inter-retrotransposon amplified polymorphism) molekiiler belirteci kullanarak
yaptig1 analizlerde PIC (polymorphism information content) degerini 0,331 olarak

belirlemistir.

Konuyla ilgili yapilmis kapsamli ¢alismalardan birinde Onay vd. (2014), tohum koékenli
(in vitro ortamda ¢imlendirilmis bitkiciklerin rejenerantlar1) 2 cm’lik juvenil silirglinlerden en
yiiksek koklenme oranina (%88) 1 mg/l IBA iceren MS besi ortaminda ulagmistir. Dogal
ortamda yetistirilmis olgun agaglardan aldiklar1 siirgiin ucu eksplantlarinda ise 40 dk %15°lik
sodyum hipoklorit (NaOCIl) kullaniminin uygun oldugunu belirlemis fakat yine de %45
canlilik orant ve %55 eksplant kararmasi ile karsilasmislardir. Ayrica kiiltiire alinan stirgiin
uclarmin dip kisimlarinda meydana gelen kararmalarin engellenmesi i¢in besi ortamlarina
ilave edilen antioksidanlarin (askorbik asit, sitrik asit, polivinilpirolidon) etkisiz oldugu rapor
edilmistir. Dogal ortamda yetisen bitkilerden alinan odunlagmis siirgiin uglar1 ¢ok yavas
gelisme gostermis veya kahverengileserek hi¢ gelisme gostermemistir. Bunun {izerine, odun
celiklerinin eksplant kaynagi olarak kullanilmas1 ve yeni siirgiinler olugturmaya zorlanmasiyla
elde edilen taze siirgiin uglari denenmis ve daha iyi sonu¢ alinmistir. Celiklerden zorlama
yontemleriyle elde edilen taze siirgiin uglarinda 10 dk %10’luk NaOCl uygulamasiyla
eksplantlarin %90°1 canli kalirken kararma (kahverengilesme) goriilmemistir (Onay vd., 2014;
Calar vd., 2016). Tek bogum igeren, minimum 1 cm uzunlugundaki taze siirgiin ucu
eksplantlarinda en fazla siirgiin sayisi ve uzunluguna Gamborg BS5 vitaminleri, 0,5 mg/l GA3
ve 1 mg/l BAP iceren MS besi ortaminda erisilmistir. Fakat bu deneylerin devaminda olgun

agaclara ait eksplantlar koklendirilememistir (Onay vd., 2014).

Karsilasilan koklenme problemleri karsisinda, ¢esitli eksplant tiplerinin dar meristemli
yarma as1 metoduyla antep fistig1 (Pistacia vera), menengi¢ (Pistacia terebinthus), atlantik

sakizt (Pistacia atlantica) ve buttum (Pistacia khinjuk) anaglarina mikroasilanmasi



calistlmistir. Celiklerden zorlanmis siirgiinlerin in vitro rejeneratlarinda yakalanan, antep
fistig1 anaglar1 lizerine %100°liik as1 tutma ve dis ortama adaptasyon basarisi, sakiz agacinin

kitlesel ¢ogaltilmasinda rutin olarak kullanilabilecek bir yontem olarak dnerilmistir (Onay vd.,

2016).

Endokarb1 ¢itlatilmis tohumlarin sterilizasyonu i¢in 20 dk %20'lik sodyum hipoklorit
(NaOCl) uygulamasmin yiikksek c¢imlenme oram1 (%86) ve sifir kontaminasyon ile
yapilabildigi rapor edilmistir (Kiling vd., 2014). Sakiz agaci tohumlarinin in vitro
cimlendirilmesi ve juvenil siirgiin profilerasyonu ile ilgili ¢alismalarda elde edilen bulgular
birbiriyle biiyiik 6lgiide ortiismektedir. Yildinm vd. (2019) tarafindan optimize edilen
kosullar, 30 g/l sukroz, 0,5 mg/l GAs veya 100 mg/l valin veya 100 mg/l alanin destekli 1

mg/l BAP iceren MS ortami olarak tanimlanmustir.

Mikrogogaltimin yani sira orta Ve uzun siireli genetik muhafaza ile sakiz agacinin sahip
oldugu zengin fitokimyasallarin (sekonder metabolitlerin) in vitro iiretimi amaciyla yapilmis
calismalar mevcuttur. Kog (2011) tarafindan yapilan ¢alismada %3 sodyum aljinat (Na-Alg)
ile enkapsiile edilerek sentetik tohumlara doniistiiriiriilen govde uglarinin, 4 °C sicaklikta ve

karanlik ortam kosullarinda 6 aya kadar saklanabilecegi bildirilmistir.

In vitro ortamda ¢imlendirilen juvenil bitki yaprak ve koklerinin kullamldigi bir
caligmada en yiiksek kallus olusumu ve kalitesi (yumusak ve dagilgan tekstiirde), 1 mg/I
kinetin ve 1 mg/l 2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik asit) icerikli MS besi ortamindan elde
edilmistir (Demir, 2018). Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonu iizerine yapilan
arastirmada en basarili sonuclar; 25 °C sicaklik, 95 rpm ¢alkalama hizi, pH 5 ile 30 g/l sukroz,
1 mg/l kinetin ve 1 mg/l 2,4-D igerikli MS besi ortam1 kosullarindan elde edilmistir (Hoser,
2018).

Dogal ortamda yetistirilen sakiz agacindan elde edilen ugucu yagda, in vitro ortamda
yetistirilen juvenil bitkiciklerden elde edilene gore daha fazla sayida ugucu bilesen
bulunmustur. Kontrollii sartlar altinda, besi ortamlarinda yetistirilen bitkiler, ucucu yaglarin
sentezlenmesine neden olan faktorlerin gogundan izole olduklarindan dolay1 daha az sayida
ucucu bilesen sentezlemislerdir (Akdemir, 2013). Siging Cetin (2018), juvenil siirgiin ucu
kiiltirleri ilizerine bazi abiyotik stres faktorleri (sicaklik, 1s1k, tuz ve ultraviyole-B 1sin1)
uygulayarak antikanser 6zellik gosteren triterpenoid yapidaki bazi sekonder metabolitlerin
miktarini arttirmay1 denemis ve 100 mg/1’lik tuz elisitasyonu, 4 °C diisiik sicaklik ve 5 giin

boyunca 15 dk ultraviyole-B 1sin uygulamalarinin yaprak eksplantlarina ait kontrol
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gruplarinda bulunmayan mastikadienolik asitin sentezine yol agtigini tespit etmistir. Benzer
bir ¢aligmada bakir nitrat (CuNO3), kobalt kloriir (CoClz), kursun nitrat (PbNO3) ve giimiis
nitrat (AgNOs) agir metal uygulamalarinin bazi triterpenoidlerin sentezlenmesini sagladigi

veya artisa neden oldugu bildirilmistir (Akkus, 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirma, 2020-2021 yillarinda, Aydin Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi,
Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii Bitki Doku Kiiltlirii Laboratuvari’nda  yiiriitilmistiir.
Calismada baslangi¢ bitki materyali olarak 20-25 cm’lik 1-2 yillik odun ¢elikleri
kullanilmigtir. Celiklerden elde edilen taze siirgiin uglar1 ise doku kiiltiiriinde eksplant olarak
kullanilmistir. Celikler, izmirin Cesme Ilgesine bagli Ciftlik Mahallesi’nde bulunan
Ciftlikkdy Ornek Sakizligi’ndaki yaklasik 20 yasindaki erkek bireylerden temin edilmistir.
Bahgenin koordinat bilgileri 38°17'50.7"K 26°17'01.5"D seklindedir. Genotipler, yapilan
morfolojik gozlemlerin (dallanma, yaprake¢ik sekli, siirglin uglarinin yapisi gibi) yani sira
dogal agikliklar ve ¢izim yerlerinden salgilanan recinenin tad ve miktar1 da dikkate alinarak,
birbirinden farklilik arz edecek sekilde secilmislerdir. Bu genotipler ¢alismada G1, G2, G3 ve
G4 (yabani) olarak anilmig ve siralama, tahmini agronomik performansa goére yapilmustir.
Yabani genotip, bahsedilen sakizliga 50 metre uzaklikta yer almaktadir. Kullanilan

genotiplere ait yaprak 6rnekleri Resim 3.1’de verilmistir.

Resim 3.1. Calismada kullanilan genotiplere ait yaprak goriiniimleri.!
1. G1 (sol iist), G2 (sag iist), G3 (sol alt) ve G4 (sag alt, yabani).
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3.2. Yontem
3.2.1. Eksplant Kaynaginin Hazirlanmasi

Celikler, biri yabani olmak iizere toplam 4 genotipten, Kasim ve Aralik 2020 ile Ocak
2021 aylarmin 19 ila 21. giinleri arasinda, her ay 10 adet olacak sekilde agaglarin dort bir
yoniinden toplanmistir. Dolayisiyla arastirmaya her ay 40 celikle baglanmis ve toplamda 120
adet celik kullanilmistir. Bahgeden alinan celikler, igerisinde buz torbasi ve nemli perlit
bulunan dondurulmus gida posetleriyle laboratuvara tasinmis ve en ge¢ 24 saat icinde isleme
almmistir. Once ¢esme suyu altinda ardindan distile su ile yikanan geliklerin dip kisimlar1
basta olmak iizere yara yerleri, %70’lik etil alkol ile muamele edilmis pamukla silindikten
sonra beserli gruplar halinde Calar vd. (2016)’nin elde ettigi bulgular 1s131nda 250 ml steril
distile su igeren kavanozlara alinmig ve yeni siirgiinler olusturmaya zorlanmistir.
Kavanozlardaki su, haftada bir yenilenmis ve her yenileme Oncesi celiklerin dip
kisimlarindaki 0,5 cm’lik kisim budama makasiyla kesilerek uzaklastirilmistir. Bu siire
zarfinda ¢elikler, 25 °C sicaklik ve 16 saat aydinlik fotoperiyot kosullari altinda iklim

odasinda muhafaza edilmistir.

Aymni tiire ait farkli genotip eksplantlarinda fenolik bilesiklerin konsantrasyonu ve
kompozisyonu degismektedir (Das ve Srivastav, 2015). Ornegin; Cardinal ve Uslu asma
cesitlerininin karsilastirildigr bir ¢alismada eksplantlardaki kararma, genotipe ve eksplant

alinan déneme bagli bulunmustur (Baydar, 2006).
3.2.2. Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi

Arastirmada temel besi ortami olarak MS besi ortami (Duchefa Biochemie, Katalog No:
M0222) kullanilmistir. Calismadaki toplam 4 farkli besi ortami igerigi bu besi ortaminin
tiirevi seklindedir (Cizelge 3.1). ilk asama olan ve kararmay1 inhibe etmeye yonelik kurulan
baslangi¢ deneylerinde 2 farkli besi ortami kullanilmistir. Bunlar sirasiyla 30 g/1 sukroz igeren
MS ve 10 g/l sukroz, 1 g/l aktif karbon igerikli yarim kuvvette MS ortamlar1 olup 1 ve 2
numara olmak iizere cizelgede de belirtilmistir. Siirgiin gelisimini tesvik etmek amaciyla
kurulan ikinci asama alt kiiltiirlerde ve sonrasindaki kdklenme ortamlarinda ise tek tip besi
ortami1 kullanilmigtir. Bunun igin sirasiyla 30 g sukroz, 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l GAs igeren MS
ve 30 g sukroz ile 2 mg/l IBA igeren MS ortamlari tercih edilmistir. Bu tercihler, konuyla
ilgili gegmis ¢aligmalarin bulgularinca sekillenmistir. Tiim ortamlarda pH (5,8) ve agar (6 g/l)

degerleri sabit tutulmustur. Besi ortamlarmin sterilizasyonu 15 dakika boyunca 121 °C
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sicaklik kosullarinda otoklavda saglanmistir. Hazirlanan GAs ¢ozeltileri ise 0,2 mikronluk
filtre ile steril hale getirilmis ve besi ortamlarmin magenta kaplarina dokiilmesi oncesi
ortamlara ilave edilmistir. Her magenta kabina yaklasik 30 ml besi ortami doldurulmustur.
Kullanilan bitki gelisim diizenleyicileri 2-3 ml etanolde ¢ozdiiriildiikten sonra distile su ile
istenilen hacimlere tamamlanmustir. Pens ve bistiiri gibi aletlerin sterilizasyonu, biyogiivenlik
kabini igerisinde cam boncuklu sterilizatdr aracilifiyla yapilmis ve dikim islemleri dncesi

yeterince sogumalar1 beklenmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan MS besi ortaminin igerigi ve kullanilan tiirevleri.

Kimyasal Madde | mg/I Ortam No | I¢erik

KNO3 1900 1 (Kontrol) | MS + 30 g/l sukroz

CaCl, 332,02 2 2 MS + 10 g/l sukroz + 1 g/l AK.!
NHsNO3 1650 3 MS+1 mg/l BAP + 0,5 mg/l GA;
MgSOq 180,54 4 MS + 2 mg/l IBA

KH2PO, 170

FeNaEDTA 36,7

H3BO3 6,2

MnSQO4.H,O 16,9

ZnS04.7H,0 8,6

Kl 0,83

Na:Mo00O,.2H,0 0,25

CuS04.5H,0 0,025

CoCl,.6H,0 0,025

Glisin 2,0

myo-inositol 100

Nikotinik asit 0,5

Piridoksin-HCI 0,5

Tiyamin HCI 0,1

1. Aktif karbon

3.2.3. Baslangi¢ Dikim Uygulamalar ve Sterilizasyon

Celiklerin saf suda siirdiiriilmesiyle elde edilen taze siirgiin uglari, doku kiiltiirii
deneylerinde eksplant olarak kullanilmistir. Bu yeni siirgiinler ¢caligmada eksplant kaynagi
olarak kullanildigindan, c¢eliklerden elde edilen siirgiin sayisi miktarinca baslangig

uygulamalari yapilabilmis ve uygulamalar arasinda belirli bir 6ncelik siras1 takip edilmistir.

Celiklerden ayrilan siirgiin uglart hemen suya alimmis ve c¢esme suyu altinda
yikanmistir. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu 10 dakika boyunca, distile su ile seyreltilmis

%15’lik ticari camasir suyu soliisyonuyla saglanmig ve 3 kez beser dakika olmak {izere steril

13



saf su ile durulanmustir. Calkalama islemleri elle yapilmis ve durulama sonras: filtre kagitlari
tizerinde eksplantlarin bir miktar kurumalar1 beklenmistir. Sterilizasyon ve uygulamalar
sonrasi degerlendirmeler dikimden sonraki 14. giinde yapilmistir. Eksplantlar magenta
kaplarina tiger adet, 15-25 mm arasi uzunluklarda dikilmistir. Dikim esnasinda eksplantlar
tizerinde mimkiin oldugunca az yara yeri olusturmaya Ozen gOsterilmistir. Dikimi
tamamlanan magenta kaplari, 25 °C sicaklik ve 16 saat aydinlik fotoperiyot kosullarinda

muhafaza edilmistir.

Ik asamada, Kkiiltiire alman eksplantlarin kararmasmi engellemek veya azaltmak
amaciyla besi ortamlarinda bitki gelisim diizenleyicisi kullanilmamistir ve kontrol grubu harig
5 farkli uygulama planlanmistir. Bunlar; i) eksplantlarin diisiik miktarda (10 g/l) sukroz ve
aktif karbon igeren (1 g/l) yarim kuvvette MS (1/2 MS) ortamlarina dikilmesi (A), ii) kesim
yapilan eksplant diplerinin parafinle kaplanmasi (P), iii) dikimi tamamlanan magentalarin
iklim odasmna alinmadan once 24 saat boyunca 4 °C soguk ve karanlik kosullarda
buzdolabinda bekletilmesi (S), iv) eksplantlarin yiizey sterilizasyonunda sodyum hipoklorit
(NaOCl) yerine 1 g/l fungusit (%50 Captan WP) kullanilmas1 (30 dk) (F), v) eksplantlarin 50
mg/I’lik giberellik asit soliisyonunda ¢alkalanmasi (60 dk) (G) uygulamalaridir. Bu
uygulamalar, ¢izelgelerde, parantez i¢lerinde verilen kisaltmalarla [sirasiyla K (kontrol), A, P,
S, F ve G] belirtilmistir. Kontrol grubu olarak yalin MS besi ortami (30 g/l sukroz ve 6 gram

agar iceren) kullanilmistir. Her uygulama 5 tekerriirlii sekilde 15 eksplant ile yiirtitiilmiistiir.

Otoklavda steril hale getirilen sentetik, renksiz parafin, kullanim 6ncesi biyogiivenlik
kabini igerisinde 1siticili manyetik karistiricida eritilmis ve 1lik sekilde uygulanmustir.
Eksplantlardaki kararma veya kahverengilesme siddeti, dort kademeli (0: kararma ve madde
salimimi yok, 1: kesilen kisimlardaki yiizeysel kararmalar dahil diisiik siddette kararma, 2: orta
siddette kararma, 3: yogun, tamamen kararma) olarak dikimden itibaren 14. giinde
degerlendirilmistir. Gozlemler, daha sonra Yang vd. (2010) tarafindan belirtilen formiil
izerinden karsilastirilmistir: X (kararma siddeti x ilgili kararma siddetindeki eksplant sayisi) /

(toplam eksplant say1st).

Besi ortamlarinda kullanilan aktif karbonun, daha diisiik mineral tuz veya seker
konsantrasyonlarinin c¢esitli tiirlerde karsilasilan kararmayi azalttifi veya etkileyebilecegine
dair 6rnek caligmalar mevcuttur (Patel vd., 2018; Boudabous vd., 2010; Mereti vd., 2002;
Rana vd., 2016; Altunok ve Er, 2013). Aktif karbonun polifenolleri ve toksik iiriinleri adsorbe

etme ozelliginin yani sira karanlik bir ortam yaratarak oksidatif enzimlerin aktivitesini de
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inhibe ettigi diisiiniilmektedir (Patel vd., 2018). Kararma oksidatif bir reaksiyon oldugu i¢in
kesilmis yiizeylerin oksijenle temasini kesmek ve fenolik madde birikimine kars1 fiziksel bir
bariyer olusturmak amaciyla parafin vb. maddeler kullanilabilmektedir. Dioscorea alata
(Yam) iizerinde yapilan bir caligsmada bu yontemle kontrol grubunda ¢ogu 6liimle sonuglanan
%84’liikk kararma orani, %18’e diisiiriilmiis ve eksplantlarda %90 oraninda canliliga
ulagilmigtir (Bhat ve Chandel, 1991). Dobranszki ve Teixeira da Silva (2010), oksidatif
enzimlerin gevre sartlarindan etkilendigini, 151k varligr ile ytiksek sicaklik kosullarinda artan
oksidatif enzim aktivitesinin daha yogun kararma meydana getirecegini belirtmistir. Kiiltiir
ortamlarinin ilk birka¢ giin siiresince karanlik veya diisiik sicaklik kosullarinda muhafaza
edilerek PPO gibi oksidatif enzimlerin aktivitesininin azaltilmasimna yonelik ¢6ziimler
kullanilmaktadir. Mustafa vd. (2013)’nin aktardigina gore gida endiistrisinde de kararma
problemlerine karsi en sik bagvurulan yaklasim diisiik sicaklik uygulamalaridir (Ohlsson,
1994). Eksplantlarin yiizey sterilizasyonunda kullanilan etanol, Tween-20, sodyum hipoklorit
(NaOClI), hidrojen peroksit (H202), civa kloriir (HgCl2) gibi sterilant maddelerin
konsantrasyonu ve uygulama siireleri arttikca kararmanin siddetlendigi gesitli yayinlarda
bildirilmistir (Nayanakantha vd., 2010; Alp vd., 2010; Moradpour vd., 2016; Ersal1 vd., 2017,
Salam vd., 2019). Colgecen vd. (2011) ile Mbah ve Wakilne (2012)’ye atfen Nartop (2018),
bu sterilantlarin genelde toksik etki gostererek, in vitro kosullardaki biiylime ve gelismeyi
engelledigini veya kararmalara sebep oldugunu belirtmistir. Giberellik asit ile fenilalanin
amonyum liyaz (PAL) enzim etkilesiminin arastirildigi bir calismada, Phalaenopsis
eksplantlarinin 25 mg/l GAs soliisyonunda 20 dakika ¢alkalanmasinin kararmayi belirgin
sekilde azalttigi bildirilmis ve giberellik asidin oksidatif enzimlerin aktivitesini inhibe edici

ozellikte olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Zhou vd. 2009).
3.2.4. Siirgiin Proliferasyonu

Herhangi bir bitki gelisim diizenleyicisi igermeyen baslangi¢ ortamlarinin ardindan
enfekte olmamus, diistik siddette veya hi¢ kararma gozlemlenmeyen, yeteri kadar yesil dokuya
sahip, kloroz ve siirglin ucu nekrozundan yogun sekilde etkilenmemis eksplantlar alt kiiltiire
almmstir. Ilk alt kiiltiirlerde (II. asama) tiim genotip ve eksplantlar icin siirgiin gelisimi, boy
uzamasi ve/veya siirglin olusumunu tesvik etmek amaciyla, kullanilan standart besi ortamina
ilaveten 1 mg/l BAP ve 0,5 mg/l GAs igeren MS besi ortami kullanilmigtir. Alt kiiltiire alma
islemleri esnasinda eksplantlarin kararan dip kisimlar1 (1-2 mm) uzaklastirilmig fakat gereksiz

kesim yapilmamasina dikkat edilmistir.
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3.2.5. Koklendirme ve Adaptasyon

Bu asamada (I1l.) eksplantlarin kdklenmesini saglamak amaciyla, kullanilan standart
besi ortamina ilaveten 2 mg/l IBA iceren MS besi ortami kullanilmistir. Koklendirme
ortamlar1 3 haftalik arayla bir kez yenilenmis ve toplamda 6 haftalik olarak
degerlendirilmislerdir. Alt kiiltiire alma islemi esnasinda eksplantlar hassasiyetle tasinmis ve
diplerinde herhangi bir kesim yapilmamistir. Yalnizca govde ucunda olusan istenmeyen kallus

olusumlar1 temizlenmistir.
3.3 Arastirmada Incelenen Konular

Calismada; ¢elik alinan dénem ve genotipin taze siirgiin ucu elde etmeye etkisi (elde
edilen eksplant sayisi / siiren ¢elik sayisi), kararmaya yonelik uygulamalar ile ¢elik alinan
donem ve genotipin kararmaya etkisi, kararmaya yonelik uygulamalar ile ¢elik alinan déonem
ve genotipin siirgiin gelisimi ile adventif tomurcuk (siirgiin) olusumu tizerine etkisi (% siirgiin
gelisimi gosteren eksplant orani, % tomurcuk olusturan eksplant orani, eksplant basina diisen
tomurcuk sayis1), ¢elik alinan dénem ve genotipin koklenme ve kallus olusumu iizerine etkisi

(% koklenme orani, % kallus olusturma orani, eksplant basina diisen kok sayisi) incelenmistir.
3.4. Verilerin Analizi

Baslangig kiiltlirlerinde denemeler, her bir uygulama i¢in 5 magenta ve her magentada 3
eksplant olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Aragtirmadan
elde edilen verilerin degerlendirilmesinde IBM SPSS 26 paket programindan yararlanilmistir.
Grafiklerin olusturulmasinda Microsoft Excell paket programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Celik Alinan Donem ve Genotipin Taze Siirgiin Ucu Elde Etmeye Etkisi

Celiklerin, distile suya alinmasindan itibaren ortalama 14 giin i¢inde yeni siirgiinler
olusturduklart tespit edilmistir (Resim 4.1). Bu siire icinde farkli genotiplere ait ¢eliklerin,
saldiklar1 koku ve maddeler araciligiyla suyu ve ortami kirletme dereceleri farklilik
gostermigstir. Celik alinan 3 donem icin de gecerli olmak iizere; en ¢ok sayida ve en kisa
siirede siirgiin olusturan genotip 4 numarali yabani birey olurken, en az sayida ve en uzun
siirede yeni siirglinler olusturan genotip 3 numara olmustur. Bu durum c¢eliklerin canli kalma
stireleriyle de paralellik gostermis ve 4 numarali genotipe ait celikler, yeni siirgiinler
olusturduktan kisa siire sonra (2-4 giin) canliliklarin1 kaybederken 3 numarali genotipe ait
yeni siirglinler ise daha uzun siire (7-12 giin) canli kalmislardir. Kasim ayinda 1 numarali
genotipten alian 10 adet celigin yalnizca 4’1 yeni siirglinler olustururken, diger tiim genotip-
donem kombinasyonlarinda en az 7 adet ¢eligin siirdiigii goriilmiistiir. Siiren g¢eliklerden elde
edilen ortalama siirgiin (anormal gelisim gosterenler harig, dikim yapilabilir boy ve saglikta)
sayis1 Cizelge 4.1°de ve karsilastirmali olarak Sekil 4.1°de verilmistir. Buna gore 20-25
cm’lik celikler, ¢elik basina ortalama en az 2,38 ve en ¢ok 9,2 adet siirgiin meydana
getirmistir. Ornek alman dénemler agisindan bakildiginda 1, 2 ve 3 numarali genotiplere ait
celiklerin meydana getirdigi ortalama siirglin sayist giderek artis gosterirken 4 numaral
genotipte tam tersi bir durum goriilmiistiir. Tiim genotiplerin ortalamasi alindiginda ise ¢elik

basina diisen ortalama siirgilin degeri 6,57 ile ocak ayinda en yiiksek seviyede bulunmustur.

Cizelge 4.1. Celiklerin farkli donem ve genotiplerde siirgiin olusturma performanslari.

Kasim 2020 (Adet) | Aralik 2020 (Adet) | Ocak 2021 (Adet) | Donem Ort.
Gl 4, (24) : 6,00 7,(53) : 7,57 9, (71) : 7,89 7,40
G2 9,(52):5,78 8,(49):6,13 8, (54):6,75 6,20
G3 8,(19):2,38 9, (33):3,67 9,(35):3,89 3,35
G4 10, (92) : 9,20 9, (72) : 8,00 9,(70): 7,78 8,36
Genotip Ort. 6,03 5,59 6,57

Degerler; siiren ¢elik sayisi, (elde edilen eksplant sayisi) (solda) : siiren gelik basina elde edilen
ortalama eksplant sayisini (sagda) ifade etmektedir.
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Resim 4.1. Sakiz agaci ¢eligi tlizerinde gelisen siirgiinler.
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Sekil 4.1. Siiren gelik basina elde edilen eksplant (siirgiin ucu) sayisindaki degisimler (adet).

4.2. Eksplantlardaki Enfeksiyon ve Kontaminasyon Durumu

Eksplantlara uygulanan sterilizasyon islemlerinin ardindan en az %1,67 en ¢ok %40,00
oraninda enfeksiyonla karsilasilmistir. Genotip ve O6rnek alim donemlerine ait bulgular,
parantez igerisinde islemin kac¢ adet eksplanta uygulandig bilgisiyle birlikte Cizelge 4.2°de
verilmistir. Aralik ayindaki ortalama enfekte eksplant oran1 %6,11 olurken Kasim ve Ocak
aylarinda sirasiyla %21,33 ve %21,54 oldugu goriilmiistiir. En diisiik ortalama enfeksiyon
degeri %6,67 ile 3 numarali genotipte tespit edilirken, %27,41 orantyla 2 numarali genotip en

ylksek ortalama enfeksiyon degerine sahip genotip olarak ortaya c¢ikmistir. Baslangic
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uygulamalarindan biri olan captan etken maddeli fungusit ile gergeklestirilen sterilizasyonda

ise (¢izelgede belirtilmemistir) %73,32 oraninda enfeksiyon goriilmiistiir. Calismanin devam

eden alt kiiltlirlerinde herhangi bir kontaminasyonla karsilagilmamistir.

Cizelge 4.2. In vitro ortamlarda karsilasilan enfeksiyon oranlar1 (%).

Kasim 2020 Aralik 2020 Ocak 2021 Genotip Ort.
Gl %40,00 (15) %6,67 (45) %21,67 (60) %18,33
G2 %31,10 (45) %11,10 (45) %40,00 (45) %27,41
G3 %13,32 (15) %6,67 (30) %3,32 (30) %6,67
G4 %13,32 (75) %1,67 (60) %16,67 (60) %10,77
Do6nem Ort. %21,33 %6,11 %21,54

Parantez i¢indeki sayilar, verilen oranlarin kag adet eksplantin ortalamasi oldugunu belirtmektedir.

4.3. Kararmaya Yonelik Uygulamalar ile Celik Alinan Dénem ve Genotipin Kararmaya

Etkisi

Dikim yapilan 540 eksplanttan 362’si (%67,04) diisiik, orta veya yiiksek siddette

kararma gostermistir (Resim 4.2). Kararmalar ¢ogunlukla diisiik siddette ve eksplantlarin

kesilen dip kisimlarinda meydana gelmistir. Yontemler kisminda ifade edilen formiil [X

(kararma siddeti x ilgili kararma siddetindeki eksplant sayisi) / (toplam eksplant sayisi)]

araciligiyla genotip, 6rnek alinan dénem ve uygulamalara ait ortalama degerler incelendiginde

en az 0,07 en ¢ok 1,73 siddetinde kararma meydana geldigi goriilmiistiir. Donem, genotip ve

uygulamalara ait kararma siddetleri Cizelge 4.3’de verilmistir.

Resim 4.2. Orta siddette kararma gosteren eksplantlar.
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Cizelge 4.3. Eksplantlarda gézlemlenen kararma siddetleri.

K Al P® st F° G
Gl 1.22
N G2 113 1,00 018
as G3 131
G4 1,07 1,00 015 123 1,00 173
Gl 114 107 021
G2 1.28 167 0.29
Aralik G3 1.07 1.08
G4 1,00 147 007 1.07
Gl 1,00 1,00 018 1,00
G2 1.22 113 030
Ocak G3 1,07 1,00
G4 1,00 1,00 0,08 1,00

0,00-3,00 aras1 degerler gosterilmektedir.

1. MS (30 g/l sukroz)

2. Yarim kuvvette (1/2) MS (10 g/l sukroz, 1 g/l aktif karbon)

3. MS (30 g/l sukroz) + eksplant diplerinin parafinle kaplanmasi

4. 24 saat soguk-karanlik muhafaza + MS (30 g/l sukroz)

5. Fungusit (%50 captan WP, 30 dk) sterilizasyonu + MS (30 g/l sukroz)

6. Giberellik asit soliisyonununda ¢alkalama (50 mg/l, 60 dk) + MS (30 g/l sukroz)

In vitro ortamlarda meydana gelen kararmalarin, kontrol gruplar1 iizerinden
degerlendirildiginde ocak donemine dogru genellikle azalan veya sabit bir seyirde oldugu
goriilmiistiir. Eksplantlarin kesilen dip kisimlarinin kaplanmasi yoluyla fenolik madde
sizintisint ve dolayisiyla kararmay1 engellemeye yonelik kullanilan parafin uygulamasinin,
kararmay1 belirgin sekilde azalttigi hatta neredeyse tamamen engelledigi goriilmiistiir (Resim
4.3). Ancak alt kiiltiire alindiktan sonra parafinin uzaklastirilmasiyla diisiik siddette de olsa
karardiklar1 gbzlemlenmistir. Kararmay1 engellemeye yonelik diger uygulamalardan aktif
karbonlu besi ortami kullanimi1 ve dikim sonrasi 24 saatlik soguk-karanlik muhafaza ise

beklenen etkiyi gostermemistir.

Baslangi¢ kiiltiirlerinde, dip (bazal) kisimlardan yayilan kararma ve fenolik madde
sizintilarindan ziyade siirglin ucglarinda meydana gelen siddetli fizyolojik bozukluklar biiyiik
problem yaratmis ve alt kiiltiire alinan bitki sayisim1 kisitlamistir. Yaprakciklar ve silirgiin
uclarinda 6nce renk degisimleri (saridan baslayip turuncu ve kahverengiye dek) ardindan da

dokiilmeler goriilmiistiir (Resim 4.4).
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Resim 4.3. Parafin uygulanmis (solda) ve uygulanmanmus (sagda) eksplantlarin ortami kirletme
dereceleri.

0

-

Resim 4.4. Yaprak ve siirgiin uglarinda goriilen fizyolojik bozukluklar.

Yapilan iki yonlii ANOVA test sonuglarina gore ¢elik alinan dénem ve genotipin
kararma tzerine etkisi, istatistiksel anlamda onemli bulunmamistir. Varyans analizi test
sonuclar1 Cizelge 4.4‘de sunulmustur. Baslangi¢ kiiltiirlerinde kararmanin degerlendirildigi
istatistiksel analizlerde, kontrol gruplar1 iizerinden her bir magenta kabinin kararma siddeti

ortalamas1 kullanilmustir.
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Cizelge 4.4. Donem ve genotipin kararmaya etkisine dair varyans analizi test sonuglari.

Varyasyon Kaynagi TIpTI(I)Ipli: ;a;leler S[()e;?gg;l;ik Or}::{::gm F Degeri | Onemlilik
Diizeltilmis Model 0,058% 11 0,005 0,810 0,630
Kesme Noktas1 7,731 7,731 1195,030 < 0,001
Donem 0,023 0,012 1,805 0,176
Genotip 0,010 0,003 0,521 0,670
Doénem * Genotip 0,024 0,004 0,627 0,708
Hata 0,304 47 0,006

Toplam 8,146 59

Diizeltilmis Toplam 0,362 58

a. R Kare = 0,159 (Diizeltilmis R Kare = -0,037)
4.4. Alt Kiiltiir islemleri

Kasim ayimnda 165 eksplant, aralik ayinda 180 eksplant ve ocak aymda 195 eksplant
olmak iizere toplamda 540 adet eksplant (odunlasmamis, yesil siirglin uglar1) in vitro
ortamlarda kiiltiire alinmistir. Bunlardan kasim’da 23 adet, aralik’ta 43 adet ve ocak’ta 113
adet olmak tiizere toplam 179 eksplant alt kiiltiire alinmistir. Dolayisiyla, donemler itibariyla
eksplantlarin canlilik ve alt kiiltiire alinma oran1 gittikge artmistir. Ardindan 8 adet aralik, 88
adet ocak doneminde olmak iizere toplamda 96 adet eksplant koklendirme ortamina
alimmugtir. Baslangi¢c uygulamalart incelendiginde ise en yiiksek alt kiiltiire aktarma oraninin
%48,33 ile soguk-karanlik muhafaza uygulamasinda oldugu goriilmiistiir. Bunu sirasiyla A
(%42,00), P (%33,33) ve K (%26,11) gruplari takip etmistir. Tiim donemler incelendiginde,
alt kiiltiire (II. agamaya) alinan eksplantlarin 85 adeti yani yaklasik yaris1 (%47,49) 4 numarali
genotipe ait oldugu tespit edilmistir. Farkli donem ve genotiplerde alt kiiltiire (II. agama)
alinan eksplant sayisindaki degisim Sekil 4.2°de verilmistir. Alt kiiltiir islemlerine ait detayl

sayisal veriler Cizelge 4.5’de sunulmustur.
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Sekil 4.2. Farkli donem ve genotiplerde ikinci asama alt kiiltiirlere alinan eksplant sayisindaki
degisimler (adet).

Cizelge 4.5. Alt kiiltiire alinan eksplant sayilari.

Kl A2 PS S4 F5 GG
G1 5
G2 2 0 0
Kasim G3 0
G4 2 9 5 0 0 0
G1 0 3:3 3
G2 0 0 0
Aralik G3 4:4 3
G4 7 8 6:1 9
G1 10:10 | 12:12 | 7:7 11:8
G2 3:2 7:2 6:6
Ocak G3 6:4 | 12:11
G4 8:5 9:3 | 13:10 | 9:8

Degerler, siirgiin gelisimi ortamlarina (II. agama) ve ardindan (:) koklenme ortamlarina (III. agama)
alinan eksplant sayisini gostermektedir.

1. MS (30 g/l sukroz)

2. Yarim kuvvette (1/2) MS (10 g/l sukroz, 1 g/l aktif karbon)

3. MS (30 g/l sukroz) + eksplant diplerinin parafinle kaplanmasi

4, 24 saat soguk-karanlik muhafaza + MS (30 g/l sukroz)

5. Fungusit (%50 captan WP, 30 dKk) sterilizasyonu + MS (30 g/l sukroz)

6. Giberellik asit soliisyonununda galkalama (50 mg/1, 60 dk) + MS (30 g/ sukroz)

4.5. Baslangic Uygulamalar ile Celik Alinan Donem ve Genotipin Siirgiin Gelisimi,

Siirgiin Olusumu Uzerine Etkisi

Aralik dénemi orneklerine ait alt kiiltiirlerde (II. asama), 43 eksplant icerisinde 4 adet

adventif tomurcuk olusumu (%9,3) ve yine 4 adet (%9,3) siirgiin gelisimi (boy uzamasi)
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goriilmistiir (Resim 4.5). Ocak aymin ikinci asamasinda ise 113 eksplantin 58’inde (%51,33)

adventif tomurcuk olusumu goézlemlenirken varolan siirgiinlerde boy uzamasi veya normal,

saglikli bir gelisim olmamistir. Ocak doneminin Il. asamasinda tiim genotiplerde iki hafta

icerisinde tomurcuk olusumu goriiliirken, sirasiyla, yilizde tomurcuk olusturan eksplant

oranlar1 %75,00; %43,75; %72,22; %20,51 olarak belirlenmistir. Aktif karbonlu, diisiik seker

ve mineral tuzlari igeren baslangi¢c uygulamalarindan (A grubu) aktarilan eksplantlarin gérece

diisiik tomurcuk olusturma performansi dikkat ¢ekmistir (Cizelge 4.6). Herhangi bir siirgiin

gelisimi veya olusumu tespit edilmediginden Kasim donemine dair bulgulara ¢izelgede yer

verilmemistir.

Cizelge 4.6. Eksplantlarin siirgiin gelistirme ve tomurcuk olusturma performanslari.

) %S.G.G.E.0.> | %T.0.E.0.° E.B.D.T.S.

Donem G' |BUM| G GESY |(TOESY | ©TsH | TES

o1 LA %0,00 (0) %0,00 (0) 0,00 (0) 3

P+ 90,00 (0) 9%0,00 (0) 0,00 (0) 3

cs |K* %0,00 (0) %0,00 (0) 0,00 (0) 4

Aralik A+ %0,00 (0) %0,00 (0) 0,00 (0) 3

K+ %28,60 (2) %14,30 (1) 0,14 (1) 7

ca LAY %0,00 (0) %0,00 (0) 0,00 (0) 8

P+ %0,00 (0) %316,70 (1) 0,17 (1) 6

S+ %22,20 (2) %22,20 (2) 0,22 (2) 9

K+ %0,00 (0) %90,00 (9) 0,90 (9) 10

o1 A %0,00 (0) %66,70 (8) 0,67 (8) 12

P+ %0,00 (0) %71,40 (5) 1,00 (7) 7

S+ %0,00 (0) %72,70 (8) 0,73 (8) 11

K+ %0,00 (0) %66,70 (2) 0,67 (2) 3

G2 | A+ %0,00 (0) %0,00 (0) 0,00 (0) 7

Ocak P+ %0,00 (0) %83,30 (5) 1,83 (11) 6

ca K %0,00 (0) %100 (6) 1,00 (6) 6

A+ %0,00 (0) %58,30 (7) 0,58 (7) 12

K+ %0,00 (0) 9%0,00 (0) 0,00 (0) 8

ca A %0,00 (0) 9%0,00 (0) 0,00 (0) 9

P+ %0,00 (0) %30,80 (4) 0,31 (4) 13

S+ %0,00 (0) %44,40 (4) 0,44 (4) 9

1. Genotipler

2. Baslangi¢ uygulamalari
3. % Siirgiin gelisimi gosteren eksplant orani (Siirgiin gelisimi gosteren eksplant sayisi / Toplam

eksplant sayis1)

4. Siirgilin geligimi gdsteren eksplant sayisi
5. % Tomurcuk olusturan eksplant orani1 (Tomurcuk olusturan eksplant sayisi / Toplam eksplant

say1sl1)

6. Tomurcuk olusturan eksplant sayisi

7. Eksplant basina diisen tomurcuk sayisi (Olusan tomurcuk sayisi / Toplam eksplant sayisi)
8. Olusan tomurcuk sayis1
9. Toplam eksplant say1s1
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Resim 4.5. Eksplantlarda gézlemlenen siirgiin gelisimi (sol) ve tomurcuk olusumlari (orta ve
sag).

BAP (1 mg/l) ve GAs (0,5 mg/l) destekli MS besi ortamlarinda olusan tomurcuklarin
stirmedikleri veya anormal bir gelisim gostererek ¢ok kisa kaldiklari tespit edilmistir. Yapilan
iki yonli ANOVA test sonuglarmma gore, donem faktoriinlin eksplantlarin tomurcuk
olusturmast tizerine etkisinin ¢ok 6nemli (p<0,001) oldugu belirlenmistir. Genotiplerin, ocak
doneminin ikinci asamasinda tomurcuk olusturan eksplant oranlarinin karsilastirilmast Sekil
4.3°de verilmistir. Uygulanan Duncan ¢oklu kargilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.7°de ve

varyans analizi sonuglari Cizelge 4.8’de verilmistir.

80 /> 72,22
70
60
50
40
30
20
10

0

43,75

20,51

G2 G3 G4

B Tomurcuk olusturan eksplant sayisi (%)

Sekil 4.3. Farkl1 genotiplerde tomurcuk olusturan eksplant oranlari (%)
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Cizelge 4.7. Tomurcuk olusumlarina dair Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari.

Dénem Tomurcuk Genotip Tomurcuk
Olusumu Olusumu
Kasim 0.00 b 1 1.58a
Aralik 0.25b 2 1.00a
Ocak 1l41a 3 144 a
4 0.39b

Cizelge 4.8. Tomurcuk olusumlarina dair varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Kaynagi TIPTI(I)L{Z :f)ler SDeg?gzt;;ik Orfglr:rlr?a:m F Degeri | Onemlilik
Diizeltilmis Model 44,117% 9 4,902 9,261 < 0,001
Kesme Noktasi 8,256 1 8,256 15,598 < 0,001
Donem 18,018 2 9,009 17,021** < 0,001
Genotip 2,267 3 0,756 1,428 0,244
Donem * Genotip 9,549 4 2,387 4,510 0,003
Hata 29,641 56 0,529

Toplam 132,000 66

Diizeltilmis Toplam 73,758 65

a. R Kare = 0,598 (Diizeltilmis R Kare = 0,534)
** p <0,001 6nem diizeyinde anlam belirtir.

4.6. Celik Ahman Dénem ve Genotipin Koklenme ve Kallus Olusumu Uzerine Etkisi

IBA (2 mg/l) destekli MS ortamlarina alt kiiltiire alinan eksplantlarin %38,64’1 kallus
olustururken, 3 numarali genotipe ait eksplantlarda hi¢ kalluslasma goriilmemistir. Kalluslar,
istisnasiz sekilde dokiilen siirgiin uglarinin yara yerlerinden gelismistir (Resim 4.6). Olusan
kalluslar, orta sertlikte ve siingerimsi yapida olup kahverengi bir gortinim almiglardir. 111
asamaya alinan eksplantlarin neredeyse tamaminin dip kisimlarinda, 3-4 haftalik siire sonunda
belirgin sekilde siskinlik ve odunlasma, sertlesme gozlemlenmistir. Koklenme ise %61,54’lik
oran ve 2,69’luk kdoklenen eksplant basina diisen ortalama kok sayisi ile yalnizca 4 numarali
genotipte gorilmistiir (Resim 4.7). Primer kokler olusturan 16 eksplant igerisinden yeterli
boya sahip, saglikli goriilen 4 bitki torf ortamlara aktarilmis fakat dis ortama adaptasyonlari
saglanamanustir. in vitro ortamlardaki koklenmeyen eksplantlarin dokular iizerinde gittikce
yayllan kararmalar neticesinde gelisimleri tamamen durmus veya canliliklarini

kaybetmislerdir.
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Resim 4.7. Koklenmis olgun sakiz agaci eksplantlarina ait yandan (solda) ve alttan (sagda)
gorunim.

Kasim déneminde hig¢ eksplant kiiltiire alinmadigi i¢in, aralik doneminde ise 1, 3 ve 4
numarali genotiplerden kiiltiire alinan; sirastyla 3, 4 ve 1 adet eksplantta da kallus olusumu
veya koklenme goriilmedigi icin I1I. asamaya dair bulgularin verildigi Cizelge 4.9°da yalnizca
ocak dénemine dair veriler yer almistir. Istatistiksel anlamda genotipin, hem kallus hem de
kok olusumu tizerine etkisi, ok 6nemli (p<0,001) bulunmustur. Yapilan tek yonli ANOVA

test sonuglart Cizelge 4.10°da sunulmustur.
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Cizelge 4.9. Genotiplerin kallus ve kok olusturma yiizdeleri ile Duncan testi sonuglari.

%K.0.?2

Duncan

2%Kok.0.4

Duncan

0.K.S.®

1 8
G. (K.0.E.S.5) Sonuglar1 (K.E.S.) Sonuglari (T.K.S.) TES.
Gl %70,27 (26) 1,86 a %0,00 (0) 0,00 b 0 (0) 37
G2 %40,00 (4) 1,00 b %0,00 (0) 0,00 b 0 (0) 10
G3 %0,00 (0) 0,00c %0,00 (0) 0,00 b 0 (0) 15
G4 %15,38 (4) 0,40 bc %61,54 (16) 1,60 a 2,69 (43) 26

1. Genotipler

2. % Kallus olusumu (Kallus olusturan eksplant sayis1 / Toplam eksplant sayisi)

3. Kallus olusturan eksplant sayisi

4. % Koklenme orani (Koklenen eksplant sayisi / Toplam eksplant sayisi)

5. Kdklenen eksplant sayisi

6. Ortalama kok sayis1 (Toplam kok sayisi / Koklenen eksplant sayisi)

7. Toplam kok sayis1

8. Toplam eksplant say1s1

Cizelge 4.10. Kallus ve kok olusumlarina dair varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler | -

Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi FDegeri | Onemlilik

Gruplar Arasi 19,886 3 6,629 14,089** < 0,001
Kallus -
Olusumu Gruplar I¢i 14,114 30 0,470

Toplam 34,000 33

Gruplar Arasi 18,071 3 6,024 41,070** < 0,001
Koklenme Gruplar Ici 4,400 30 0,147

Toplam 22,471 33

**p <0,001 6nem diizeyinde anlam belirtir.
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5. TARTISMA

Sakiz agaglarinin farkli genotiplerinden alinan ¢eliklerde ortalama 2,38 ila 9,2 adet yeni
stirgiinler meydana gelmistir. Agac tizerindeki siirglinlerinin uzun bogum aralari, seyrek
dallanma ve yapraklanma yapisiyla 3 numarali genotip, en az miktarda siirgiin meydana
getiren genotip olmustur. Farkli genotiplerin dogal ortamda sergiledikleri 6zellikler ve
rejenerasyon kabiliyetleri iizerinden eksplant kaynagi olarak kullanilacak geliklerin siirme
kapasitelerine dair g¢ikarimlarin yapilabilecegi goriilmektedir. Tiim genotiplerin ortalamasi
alindiginda, c¢elik basma diisen ortalama siirgiin degeri 6,57 ile ocak aymnda en yiiksek
seviyede bulunurken, ornek alim donemleri itibariyla eksplantlarin canlilik ve alt kiiltiire
alinma orani1 da gittikce artmistir. Bu calismada elde edilen %82,5’luk ¢elik siirme orani,
Calar vd. (2016)’nin belirttigi ortalama degerden (%40-50) yiiksek ¢ikmistir. Yine ayni
aragtirmacilarin da celik aldiklart ocak ayi, kiiltiirlerin devam eden seyirleri de dikkate

alindiginda en basarili donem olarak goziikmektedir.

Aralik doneminde ortalama enfekte eksplant orami %6,11 olurken, kasim ve ocak
aylarinda sirasiyla %21,33 ve %21,54 oldugu goriilmiistir. Bu durumun; kasim ve ocak
doneminde c¢elik alinan giinlerin yagishiyken, aralik doneminde riizgarli ve kuru bir havada
olmasiyla paralellik gostermesi dikkat ¢cekmistir. Alinan bitkisel materyal iizerindeki mevcut
ylksek nemin, laboratuvara tasima kosullarindaki yliksek nemlilik ile bulugsmasinin bu farki
aciklayabilecegi diistinlilmiistlir. En diislik ortalama enfeksiyon degeri %6,67 ile 3 numaral
genotipte tespit edilirken, %27,41 oraniyla 2 numarali genotip, en yiiksek ortalama enfeksiyon
degerine sahip genotip olarak ortaya ¢ikmistir. Bu durum da yine agaglarin dallanma sekli,
form ve dolayisiyla havalanma kapasitesini akla getirmistir. Daha seyrek, ince dal ve
yapraklara sahip 3 numarali genotip ¢esitli fungal hastalik etmenlerine kars1 daha yiiksek bir
havalanma ve giineslenme imkanina sahipken 2 numarali genotipte dallanma ve yapraklanma

son derece kompakttir ve hi¢ giines, riizgar almayan bolgeler mevcuttur.

Bu ¢aligmanin sterilizasyon asamasinda tercih edilen 10 dk, %15’lik NaOCI uygulamasi
ardindan dikim yapilan 540 eksplanttan 362’sinde (%67,04) kararma goriilmiistiir. Kararmalar
cogunlukla diisiik siddette ve eksplanlarin kesilen dip kisimlarinda sinirli kalsa da bu sonug,
Onay vd. (2014) ile Calar vd. (2016)’nin paylastigi 20 dk, %15°lik NaOCl neticesinde %26,67
veya 10 dk, %10’luk NaOCl neticesinde %0,00’lik kararma oranlariyla pek ortiismemektedir.
Sterilizasyon iglemleri arasinda; ¢alkalayici (150 rpm) yerine elle ¢alkalama disinda bir fark
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bulunmamaktadir. Fakat buna eksplantlarda goriilen kararma siddetlerinin degerlendirilmesini
de eklemek gerekmektedir. Bu ¢aligmada, kararmalar var/yok seklinde degil dort kademeli bir
derecelendirme iizerinden yorumlanmig ve diisiikk siddette de olsa goz ardi edilmemistir.
Kararma siddetinin genotip faktorii ile korelasyonuna veya daha verimli oldugu bilinen
genotiplerin daha siddetli karardiklarina dair bir bulgu elde edilmemistir. Eksplantlardaki
kararmalar, istatistiksel anlamda donem ve genotipten etkilenmemistir. Diger taraftan,
baslangi¢ uygulamalardan biri olan parafinin eksplantlarin bazal kisimlarini kaplayarak
fenolik madde salinimini kestigi belirlenmis fakat gecici bir strateji olarak diisiiniildiigiinden

otiirdi alt kiiltiirlerde uzaklastirildiginda yeniden kararma belirtileri goriilmiistiir.

In vitro kiiltiirlere baslangic uygulamalarindan biri olarak kullamlan aktif karbonlu,
yarim kuvvette ve kontrol grubuna gore daha diisik miktarda seker (Sukroz) igeren besi
ortami kullanimi beklenen etkiyi gostermemistir. Bu uygulama gruplarindan aktarilan
eksplantlarin gorece diisiik tomurcuk olusturma performans: da dikkat ¢ekmistir. Aktif
karbon, fenolik bilesikler ile toksik iirinlerin yan1 sira ortamlardaki oksin (IAA, NAA, IBA),
sitokinin (BAP, kinetin) ve besin elementlerini de adsorbe edebilmektedir (Pan ve Van
Staden, 1998). Pan ve Van Staden (1998)’in aktardigina gore, Eucalyptus citriodora Hook.’da
aktif karbon kullanimiyla siirgiin sayis1 azalmis (Ahuja, 1985) ve benzer sekilde Pinus strobus
L.’da BAP iceren besi ortamlarina aktif karbon ilavesiyle siirgiin olusumunda azalma

bildirilmistir (Webb vd., 1988).

In vitro kiiltiirlerin baslatilmasindan itibaren siirgiin uglar1 ve yapraklarda kademeli
olarak 6nce Kkloroz, ardindan nekroz ve dékiilmeler goriilmiistiir. Ozellikle siirgiin uclarindan
baglayarak diger kisimlara yayilan ve etkisini gittik¢e arttiran semptomlar nedeniyle kayiplar
(6liim) yasanmuistir. Siirgiin ucu nekrozu, odunsu biki tiirlerinin in vitro kiiltiirlerinde yaygin
sekilde karsilasilan fizyolojik bir rahatsizliktir (Surakshitha vd., 2019). Cesitli ¢alismalar
incelendiginde oksidatif stres, sitokininler, spesifik bir besin elementi (6zellikle demir,
kalsiyum, bor gibi hareketsiz olanlar) veya mineral tuza karsi gelisen hassasiyet, kok
sisteminin bulunmayisi, hiperhidrasyon, ortamdaki gaz aligverisinin kisitli olusu ve etilen
birikimi, dolayli veya direkt olarak siirgiin uglarinda goriilen kloroz ve nekrozun olasi
nedenleri arasinda oldugu goriilmektedir. Ozellikle oksidatif stres, sayilan diger problemlerle
sebep veya sonug iligkisi i¢inde olmasiyla 6nemli ve tetikleyici bir roldedir (Cassells ve
Curry, 2001). Fakat ortam bilesenlerinin veya genel bir ifadeyle kosullarin, siirgiin ucu
nekrozuna olan etkisine dair farkhi tiirlerde celigkili ornekler mevcuttur ve dolayisiyla

karmagsik bir problem olarak nitelendirilmektedir (Bairu vd., 2009). Bu konuda eksplant
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kaynagi olan bitkilerin durumu dahi incelemeye deger goriinmektedir zira bu caligmada
kullanilan bahgedeki geng agaglarda neredeyse tiim yapraklari etkisi altina alan bir kloroz s6z

konusudur.

Trichosanthes dioica’da siirgiin ucu nekrozu, kalsiyum eksikligine bagli bulunmustur ve
ortama eklenen kalsiyum kloriir takviyesiyle ortadan kaldirilmistir (Kishore vd., 2015). Kiiltiir
ortamlarinda  karsilagilan siirgin  ucu nekrozunun arttirillan  Kalsiyum veya bor
konsantrasyonlariyla kontrol altina alindigini bildiren baska arastirmalar da mevcuttur (Bairu
vd., 2009; Surakshitha vd., 2019). Vaccinium myrtillus (yaban mersini) ve Vaccinium pahalae
tirlerinde demir (Fe) elementi kaynagi ve konsantrasyonunun kloroz ile etkilesiminin
arastirildig1 ¢alismada, FeEEDDHA nin FeEDTAya alternatif veya birlikte kullanimiyla sorun
ortadan kalkmistir (Shibli vd., 1997). Donnini vd. (2008), ayva (Cydonia oblonga Mill.) ve
armutta (Pyrus communis L.) karsilastiklar1 kloroz problemini, eksplantlarin kdk sistemine
sahip olmamalarindan &tiirti demir eksikligi gostermelerine baglamistir. Red Globe (iiziim)
kiiltliir varyetesine ait silirglin uclarinda yapilan bir ¢alismada nekrotik siirgiin ucu orani, 1
mg/l BAP iceren yarim kuvvette MS ortaminda %30,44 iken 3 mg/l BAP destekli tam
kuvvette MS ortaminda %65,00’in {izerinde bulunmustur (Surakshitha vd., 2019). Cercis
canadensis (Kanada erguvani)’de artan 2iP (2-izopentenil adenin) ve kinetin dozlarimin (1 ila
15 mg/l aras1 degerlerde), siirgiin ve yapraklarda gittikce siddetlenen bir sararma ve nekroz
meydana getirdigi bildirilmistir (Mackay vd., 1995). Onay (2016), antep fistiginda BAP
varliginin siirgiin uclarindaki nekrozu etkiledigini, sitokinin igermeyen ortamlarda siirglin ucu
nekrozunun daha az oldugunu fakat farkli BAP konsantrasyonlarinin (1-8 mg/l) etkileri
arasinda onemli bir fark olmadigini bildirmistir. Yine ayni arastirmaci nekrotik siirgiin ucu
oranin1 MS ortaminda %9,1 ve WPM ortaminda %17.7 olarak tespit etmistir. Antep fistiginda
yapilan bir baska ¢aligmada, MS besi ortamina gore 3’te 1 oraninda daha az kalsiyum kloriir
dihidrat (CaCl222H20) igeren ortamda, yapraklarda goriilen kloroz ile siirgiin ucu nekrozunun
azaldig1 goriilmiis ve artan kalsiyum klorlir dozu, siirgiin gelisimine zarar vermis, klorozu
siddetlendirmistir. Buna ilaveten, alt kiiltiire alma arahigimin 4-6 haftadan 3 haftaya

indirimesiyle problem ¢o6ziilmiistiir (Dolcet Sanjuan ve Claveria, 1995).

Bu calismadaki sakiz agaci eksplantlarinda karsilasilan durumun ise, celiklerin
bekletildikleri saf suda veya baslangic kiiltiirlerinde hig¢ sitokinin (BAP) kullanilmamas: ile
yakin iligkili olabilecegi disiiniilmiistiir. Oksidatif stres etkisi akla gelse de kararmanin
neredeyse hi¢ goriilmedigi parafinli baslangi¢c uygulamalarinda da siirgiin u¢larinin sararmasi

ve dokiilmesi, bu ihtimali desteklemektedir. Ortamlarda sitokinin (1 g/l BAP) kullanilan 6n
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deneylerde (bulgularina burada yer verilmeyen) yogun kloroz ve siirgiin ucu nekrozu
yasanmazken dip kisimlardan yayilan ¢ok daha siddetli bir ortam ve eksplant kararmasi ile
karsilagilmistir. Mascarello vd. (2007) de yliksek BAP seviyelerinin hiperhidrasyon, kararma
ve slirglin boyunu azaltic1 etkilerde bulunabilecegini belirtmislerdir. Farkli bir perspektifle,
sorunun oksidatif stres ve sitokinin iliskisinin sonucu oldugu da sdylenebilir. Buna gore, BAP
yoklugunda oksidatif stresin tesiri yogun sekilde siirgiin uclarinda meydana gelmektedir.
Perez Tornero ve Burgos (2000), dikim oOncesi kayisi siirgiin uglarint BAP soliisyonuna
daldirarak apikal nekrozu dindirmistir. Dolayistyla, ters orantili sekilde isleyebilecegi tahmin
edilen kararma ve siirgiin gelisimi dengesi ag¢isindan kiiltiirlerde uygun disiik dozlarda BAP
kullannminin veya verilen Ornekteki gibi alternatif ¢oziimlerin fark yaratabilecegi
diistiniilmektedir. Kishore vd. (2015), ortamdaki diisiik sitokinin varliginin, endojen sitokinin
biyosentezinin gergeklestigi koklerin yoklugu ile birlestiginde siirglin ucu nekrozunun

siddetlendigini bildirmistir.

Tomurcuk olusturan eksplant orani, sirasiyla, genotipler arasinda %75,00; %43,75;
%72,22; %20,51 olarak belirlenmistir. Diger genotiplere oranla siirgiin uglarini etkileyen
fizyolojik bozukluklardan daha az etkilenen 4 numarali genotipin koklenme gosterirken
tomurcuk olusum oraninda gorece diigiik kalmasinin, eksplant biinyesindeki hormon
dengesine isaret ettigi ileri siiriilebilir. Oksin ve sitokininlerin dozlar1 ile kombinasyonlari,
bitki rejenerasyonunu saglamada ¢ogu zaman kritik bir rol oynamaktadir (Pan ve Van Staden,
1998). Oksinler; meristematik bolgeler, koleoptil uclari, kok uglari, ¢cimlenen tohumlar, apikal
tomurcuklar ve geng yapraklar gibi aktif olarak biiyiiyen kisimlarda sentezlenirler. Floem
vasitastyla tagiarak hiicre uzamasi, kok olusumu gibi rollerle biitiin bir bitkiyi etkileme
kapasitesine sahiptirler. Ayrica aksiller tomurcuklar1 baskilayarak apikal dominansiye sebep
olurlar (Hopkins ve Hiiner, 2008). Sitokininler ise adventif tomurcuk olusumu saglarlar
(Lavakumaran ve Seran, 2014). Bitki gelisiminde c¢esitli rol ve fonksiyonlara sahip
oldugundan dolay1 siirgiin uglarinda meydana gelen herhangi bir anormallik, bir dizi
fizyolojik olay1 olumsuz etkilemektedir. Gittikge siddetlenen ve ilk belirtilerden 5 hafta sonra
Trichosanthes dioica kiiltiirlerinde %80 oraninda 6liim meydana getiren siirgiin ucu nekrozu,
koklenmeyi ve kok gelisimini de olumsuz etkilemistir (Kishore vd., 2015). Harpagophytum
procumbens’de siirgiin ucu nekrozu, Once apikal tomurcuklarin 6limii sonra da yanal
tomurcuklarin olusumuyla sonug¢lanmistir (Bairu vd., 2009). Kiiltiir ortamlarinin ikinci
asamasinda yararlanilan sitokininle birlikte, sakiz agaci eksplantlarinin, zarar goren siirgiin

uclar1 sonrasi koklenmeden ziyade tomurcuk olusturma ve siirgiin gelisimi yoniinde bir egilim
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gosterdikleri sdylenebilir. Sonrasinda ise kiiltiirlerin III. asamasinda kesilen 1 mg/1 sitokinin
destegi ve 2 mg/l konsantrasyonunda saglanan oksin igerigi, olusan adventif tomurcuklarin

dormant hale gegmesine sebebiyet vermis olabilir.

Tiim donemler degerlendirildiginde, alt kiiltiire (II. asamaya) alinan eksplantlarin 85
adeti yani yaklagik yarist (%47,49) 4 numarali genotipe aittir. Sakiz agacinin yabani
genotipinden elde edilen basariya benzer sekilde, diger bazi bitki tiirlerinin doku kiiltiirlerinde
de yabani genotip veya kiiltiire alinmamis akraba tiirler, kiiltlir varyeteleri ve ticari gesitlerden
daha basarili olmaktadir. Yulaf, domates ve patateste yabani genotiplerin daha iistiin
rejenerasyon kapasitelerini ortaya koymus Ornek g¢alismalar mevcuttur (Lech vd., 1996;
Rokka vd., 1996; Kiviharju vd., 1998).

III. asamaya alinan eksplantlarin neredeyse tamaminin dip kisimlarinda, 3-4 haftalik
siire sonunda belirgin sekilde siskinlik ve sertlesme gozlemlenmistir. Kdklenme ise
%61,54’liik oran ve 1,65’lik eksplant basina diisen ortalama kok sayisi ile yalnizca 4 numarali
genotipte gergeklesmistir. Yabani genotipin daha az fenolik bilesik salgiladigi veya daha az
kararma gosterdigi icin koklendigi gibi bir ¢ikarimda bulunmak miimkiin gériinmemektedir.
Kiling (2013), in vitro ortamda ¢imlendirilmis tohumlardan gelisen 4 farkli juvenil genotip
tizerinde yaptigi koklendirme deneyinde, oksin igermeyen ortamda elde edilen %25
oranindaki koklenme dahil (sadece bir genotipte) %0,00 ila 94,15 oranlarinda degisen
koklenme oranlari tespit etmistir. Kostas vd. (2016), 4 g/l K-IBA (indol-3-biitirik asit
potasyum tuzu) uygulamasi igin sakiz agacinin 4 farkli kiiltiir klonu ¢eliklerinde elde ettigi
%80,0; %52,5; %40,0 ve %5,0’lik koklenme oranlariyla, genotip faktoriiniin koklenmede
onemli bir rol oynadigim bildirmislerdir. Isfendiyaroglu (2003)’na gore, sakiz agaci
celiklerinin koklendirilmesi i¢in 20.000 ppm ve isti yiiksek IBA dozlar1 gerekli
goriinmektedir. Bu durum dikkate alindiginda bu c¢alismadaki diger genotiplere ait
eksplantlarin da koklendirilmesi i¢in 2 mg/l istiindeki IBA dozlarinin ise yarayabilecegi

Oongoriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sakiz agacimi konu alan ¢esitli doku kiiltiirii ¢alismalarinda, 6zellikle de tohum ve
tohumdan gelisen juvenil bitki dokularinin kullanildigi c¢alismalarda basarili sonuglar
bulunmaktadir. Fakat bu ¢aligmalarda eksplant se¢iminden otiirli klonal bir ¢ogaltimin s6z
konusu olmamasi, somaklonal varyasyonlarin meydana gelmesi ve gelisen bitkilerin
cinsiyetinin belirnememesi gibi bazi sakincalar bulunmaktadir. Yetistirilmesi uzun yillar alan
bu agaclarin, agronomik perfomanslarmin belirli standartlari karsilayabilmesi ic¢in klonal
cogaltim mecburiyeti bulunmaktadir. Alternatif olarak c¢alisilan, in vitro ortamlarda sakiz
agaci stirglinlerinin akraba tiirlere mikroasilanmasi ise; reginenin toprak 6zelliklerinden direkt
olarak etkilendigi yoniindeki goriisleri ve anag-kalem etkilesiminin re¢ine verimi ile Kalitesini
nasil etkileyecegi sorusunu akla getirmektedir. Bununla birlikte mikroasilama ¢aligmalarinda
kullanilan anaglarin in vitro ortamda ¢imlendirilmis tohumlardan elde edilmesi, anaclarin tam

bir homojenlik gostermeyecegi anlamina gelmektedir.

Bu ¢alisma sonucunda, olgun sakiz agaglarina ait siirgiin ucu eksplantlarinda adventif
tomurcuk olusumlari saglanmis ve koklenme goriilmiistiir. Yabani genotipte saglanan
koklenme bagarisi, kiiltlir klonlarina ait siirglin uclarinin, akraba tiirler yerine koklendirilmis
yabani genotip eksplantlari lizerine mikroasilanmasinin miimkiin oldugunu goéstermektedir.
Gelistirildigi taktirde bu yontemin, anaclarin da homojenlik gosterecek olmasiyla sakiz
agaclariin ticari mikrogogaltimi i¢in en makul metod olarak 6n plana ¢iktigin1 sdylemek
yanlis olmayacaktir. Arastirma neticesinde one ¢ikan ocak donemi ve 4 numarali genotip,
ongorildiigii gibi farkli donem ve genotip seceneklerinin etkisini ve Onemini ortaya

koymustur.

Bundan sonraki caligsmalarda olgun sakiz agaglarinin mikrogogaltiminda, celiklerin
bekletildigi suda veya baslangi¢ kiiltiir ortamlarinda diisiik konsantrasyonlarda sitokinin
kullannminin ve ilk kiiltiir siirelerinin kisa tutulmasinin (7 giin) faydali olabilecegi
diistiniilmektedir. Kararma ve siirglin uglarindaki gelisim dengesi acisindan uygun BAP
konsantrasyonunun ¢alisilmasi gerekli goriilmektedir. Bu denge hali saglandig: taktirde, yani
sagliklr stirglin uglarinin varliginda, bitkilerin gosterecegi diisiik siddette kararmalarin da goz
ard1 edilebilecegi diisliniilmektedir. Bdylelikle, halihazirda etkinligi zayif kalan kararmayi
engellemeye yonelik ¢esitli stratejilere belki de ihtiyag kalmayacaktir. Fakat parafin

uygulamasinin alt kiiltiirlerde de kullanilmasi halinde fark yaratma olasiligi bulunmaktadir.
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Bununla birlikte, besi ortamina oksidatif enzim (fenilalanin amonyum liyaz, polifenol
oksidaz, peroksidaz) inhibitorlerinin ilave edilmesi, eksplantlarin sik araliklarla taze besi
ortamlarina aktarilmasi veya eksplantlarin yiizey sterilizasyonunda NaOCI yerine bitki
dokularina zarar vermeyen glimiis nanopartikiillerinin (AgNP) kullanilmasi gibi yontemler
denenmeye agiktir. Koklenme asamasinda ise farkli genotiplerin ve daha yiiksek dozda IBA

konsantrasyonlarinin ¢alisilmasi yerinde olacaktir.

Sonuglar, yiiksek verimli klonlarin mikrogogaltimi konusunda umut verici olmustur.
Piyasadaki fidan ihtiyacinin karsilanmasi halinde; iilkemizde sakiz agaci yetistiriciligini tesis
etmeye yonelik ciddi ivme kazanan yatirim, tesvik ve hedeflerle, halen tamamina yakini ithal
edilmekte olan damla sakizina Odenen dovizden Onemli Ol¢iide tasarruf edilecek ve
ireticilerine Onemli bir gelir kaynagi olacaktir. Ayrica, Sakiz Adasi’nda yasanan
sosyoekonomik problemlerle birlikte disiiniildiigiinde, rekabet kosullarinin orta ve uzun

vadede Tiirkiye lehine gittik¢e iyilesecegi ongoriilmektedir.
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BILIMSEL ETiK BEYANI

T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BILIMSEL ETiK BEYANI

“FARKLI SAKIZ AGACI (Pistacia lentiscus L.) GENOTIPLERINE AIT SURGUN UCU
EKSPLANTLARINDA IN  VITRO KULTURLERIN BASLATILMASI VE
MIKROCOGALTIM OLANAKLARININ ARASTIRILMASI” bashkli yiiksek lisans
tezimdeki biitiin bilgileri etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi, tez
yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu calismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve
bilginin kaynagina eksiz atif yaptigimi bildiririm. ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise

her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Mazlum Umut Kilig
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